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<§) Verfahren zur Genomanalyse und Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Genomanalyse, 
insbesondere zur Analyse und Lokalisierung von erblich 
bedingten Eigenschaften im Genom. Es gibt eine groSe Zahl 
von Anwendungsgebieten fur dieses Verfahren, insbesonde- 
re in der Medizin, der Landwtrtschaft, Forensik und Grundla- 
genforschung. 

Das erfindungsgema&e Verfahren zur Genomanalyse ist 
gekennzeichnet durch die Hxierung von Mikrosatelliten 
Amplifikaten aus genomischen DNA-Proben r welche vor 
Oder nach der Amplication in individueile Mikrosatelltten- 
Marker getrennt werden, auf definierten Positionen einer 
Matrix, Verdampfen der einzelnen Positionen in einem 
Massenspektrometer und Bestimmung des Molekularge- 
wichts. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Genomana- 
lyse, insbesondere zur Analyse und Lokalisierung von 
erblich bedingten Eigenschaften im Genom. Es gibt eine 
groBe Zahi von Anwendungsgebieten fur dieses Verfah- 
ren, insbesondere in der Medizin, der Landwirtschaft, 
Forensik und Grundiagenforschung. 

1. Technischer Stand 

1.1 Definition von Mikrosatelliten 

Der Begriff des Mikrosatelliten wird hier in dem fol- 
genden Sinne verwandt: ein Mikrosatellit ist ein Oligo- 
nucleotidrepeat, das zwischen den individuelien Chro- 
mosomen einer Species verschiedene Allele aufweist, 
also polymorph ist. Die verschiedenen Allele unterschei- 
den sich durch ihre Lange, das heiBt durch ihr Moleku- 
largewicht Flankiert — und dadurch auch definiert — 
ist jeder Mikrosatellit durch zwei im Genom nur einmal 
vorkommende, nicht polymorphe DNA Sequenzen, die 
als Hybridisierungspartner fur die Primer zur Polymera- 
se Kettenreaktion benutzt werden. 

\2 Anwendungen von Mikrosatelliten Markern. 

Mikrosatelliten Marker stellen ein hauptsachliches 
Werkzeug der modernen genetischen Analyse dar. 

1.2.1 

Zum einen werden diese Marker dazu benutzt, nach 
einer meiotischen Zellteilung zu ermitteln, welches der 
beiden Allele an einem mit dem betreffenden Marker 
assozierten genomischen Locus an einen Nachkommen 
weitergegeben wurde. Dieses Prinzip wird bei der 
Kopplungsanalyse ausgenutzt: Werden Mikrosatelliten 
Marker Allele in einer Familie mit mehreren Betroffe- 
nen einer Erbkrankheit uberdurchschnittlich haufig zu- 
sammen mit dem genetischen Defekt vererbt, sind De- 
fekt Locus und Mikrosatelliten Marker physikaiisch ge- 
koppelt, das heiBt sie liegen im Genom dicht beieinan- 
der. 

Da die Lokalisierung eines Mikrosatelliten im Genom 
bekannt ist, l&Bt diese Information Ruckschltisse auf die 
Lage des (der) fur den Defekt verantwortlichen Gene(s) 
zu. Zwei Methoden der Kopplungsanalyse werden zur 
Zeit praktisch realisiert. 

— Die sogenannte Lod-score Methode basiert auf 
der Analyse mehrerer bis zu zahlreicher groBer 
Famiiien mit mehreren Betroffenen, 

— die "affected relative method" (ARM) auf dem 
Vergleich von sehr vielen Paaren von verwandten 
Probanden. 

In beiden Fallen ist das Haplotypisieren zahlreicher 
Personen vonndten. Unter Haplotypisieren wird ver- 
standen, bei jeder zu analysierenden Person zu ermit- 
teln, welche Allele eines jeden polymorphen Markers im 
Genom des Probanden vorhanden sind. Es werden heut- 
zutage fast ausschlieBlich Mikrosatelliten Marker typi- 
siert Dies liegt daran, daB diese am zuverlassigsten und 
schnellsten analysiert (siehe Halbautomatisierung wei- 
ter unten) und auch am effizientesten identifiziert wer- 
den kdnnen. Der Stand der Technik ist daher, daB beim 
Menschen iiber 5000 dieser Marker zur Verfugung ste- 
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hen und sich alle aur dem Markt befindlichen Systeme 
zur Kopplungsanalyse auf diese Marker stiitzen. Urn mit 
einiger Sicherheit eine Kopplung eines Mikrosatelliten 
zu Genen zu etablieren, die fur einen Defekt verant- 
5 wortlich sind, miissen im Falle einer nach nicht mendeli- 
schem Muster vererbten Krankheit (diese Gruppe von 
Defekten und Praclispositionen ist das Hauptziel unse- 
rer Methode) mindestens 300—600 Paare betroffener 
Verwandter mit jeweils mindestens 400 Mikrosatelliten 

io untersucht werden. 

Ideal, und um nach Etablierung von Kopplungsgrup- 
pen eine mdglichst genaue Vorstellung des/der gomi- 
schen Loci zu erhalten, ist das Genotypisieren von weit- 
aus mehr Probanden mit wesentlich mehr Markern. In 

15 diesem zweiten Schritt werden Marker verwendet, die 
die im ersten Schritt durch Kopplung ermitteiten Regio- 
nen mit wesentlich hoherer Auflosung abdecken. 

Der modernste und schnellste Ansatz zur Genotypi- 
sierung mit Mikrosatelliten ist das Verwenden von fluo- 

20 reszenz-markierten Mikrosatelliten Primern und die 
GroBenbestimmung der Mikrosatelliten-Allele auf ei- 
nem halbautomatischen Sequenziergerat. Diese Metho- 
de l&Bt die Analyse von bis zu 24, im Durchschnitt aber 
nur 15 Mikrosatelliten auf einer Elektrophorese Gel- 

25 bahn zu (mit bis zu 48 Bahnen pro Gel), was aber bedeu- 
tet, daB im besten Fall 1000—2000 solcher Gele ge- 
braucht werden, um eine Kopplung mittels ARM zu 
etablieren. (Vignal, A. et. al» 1993; Methods in Molecular 
Genetics: Gene and Chromosome Analysis. Academic 

30 Press, San Diego. Seiten 21 1 —221 und Davies, JL et. al, 
1994; Nature 371: 130—136) Dies bedeutet, daB ein Se- 
quenziergerat im Ideaifall fiir mindestens ein Jahr aus- 
gelastet ist Die Kosten einer solchen Kopplungsanalyse 
einschlieBlich Personalkosten konnen bis zu mehrere 

35 Millionen DM betragen. In den letzten Jahren konzen- 
triert sich das Interesse der beteiligten Wissenschaftler 
immer mehr auf haufige, polygene, multifaktorielle oder 
multigene Krankheiten (Lathrop, GM, 1993; Current 
Opinion in Biotechnology 4: 678—683). Je mehr Kom- 

40 ponenten an der Entstehung einer Krankheit beteiligt 
sind, desto mehr Personen miissen zur Etablierung einer 
Kopplung genotypisiert werden; damit steigen Auf- 
wand und Kosten exponentiell mit der Komplexitat ei- 
ner Krankheit. Dies bedeutet, daB eine Kopphmgsanaiy- 

45 se fiir die sogenannten Volkskranheiten weitaus auf- 
wendiger und teurer sein wird, ais oben erwShnt. 

Bei den Nutz- und Haustieren, aber auch Pflanzen ist 
die Kopplungsanalyse das vielversprechendste Instru- 
ment, um ziichterisch wertvolle Eigenschaften im Ge- 

50 nom zu lokalisieren und die zugehorigen Gene zu isolie- 
ren. 

Das ermogiicht dem Ziichter sowohl eine Konzen- 
trierung positiver Eigenschaften als auch ein Minimie- 
ren von negativen Eigenschaften. Die bis heute ge- 
55 brauchliche Zuchtungsstrategie !&Bt die Beurteilung ei- 
nes Zuchterfolges erst nach mehreren Generationen zu. 
AuBerdem ist das Zuchtergebnis in den meisten Fallen 
nicht vorhersehbar. 

Gerade bei den positiven Eigenschaften, wie zum Bei- 
eo spiel stabiler Resistenzen gegen Pathogene und Kalte- 
resistenz handelt es sich in alier Regel um komplexe 
genetische Parameter, die den oben fiir humangeneti- 
sche Fragesteliungen beschriebenen Aufwand fordern. 



Zweitens laBt sich ermitteln, ob ein bestimmtes Allel 
eines Mikrosatelliten iiberhaupt in zwei zu vergleichen- 
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den Genomen vorkommt und damit nach Analyse von 
geniigend Markern eine Best&tigung oder ein AusschluB 
einer Verwandtschaft mSgiich ist Beim Menschen steilt 
sich diese Frage zum Beispiel bei der Vaterschaftsbe- 
stimmung oder in der Gerichtsmedizin zum Tateraus- 
schluB bzw. zur Tateridentifizierung. AuBer der Typisie- 
rung der HLA Oberflachenantigene hat sich hier die 
Verwendung von hochpolymorphen Mikrosatelliten 
Markern in der Praxis durchgesetzt und die genetischen 
Fingerabdriicke (Multilokus) weitgehend ersetzt 

Auch bei Nutztieren ist der Herkunftsnachweis per 
Mikrosateilitenanalyse international zur Standardme- 
thode erklart worden. 

In der Regel werden fur diese Anwendungen etwa 10 
Mikrosatelliten Marker analysiert Der gesamte Nach- 
weis, einschlieSiich der Auswertung erfordert etwa 2 
Tage. Die Kosten einer solchen Analyse betragen bei 
auch bei hohem Probenaufkommen zur Zeit mindestens 
50 DM. 

2. Nachteile der gegenwartig gebrauchlichen 
Technologie 

2.1 Kopplungsanalyse komplexer Krankheiten beim 
Menschen 

Fur die Analyse von verbreiteten, multifaktoriellen 
Krankheiten wie z. B. Arteriosklerose, Diabetes II, Alz- 
heimer oder Schizophrenic ist die Analyse von bis zu 
mehreren tausend Paaren von verwandten Betroff enen 
erforderlich, da die Lodscore Methode in der Regel 
nicht angewandt werden kaniL Die haupts^chlichen 
Grunde hierfur ist der Mangel an groSen FamiKen mit 
geniigend Betroffenen und das Fehlen eines Modells des 
Erbgangs der Krankheiten. Eine soiche Analyse ist da- 
her weltweit nur extrem wenigen Forschungsgruppen 
moglich. Der Kostenaufwand einer solchen Analyse ist 
sehr hoch, wie oben naher ausgefiihrt Die Technik ist 
aber auch deswegen teuer, weil die Herstellungskosten 
fiuoreszenzmarkierter Primer extrem hoch sind. Man ist 
bei der Synthese dieser Primer von einigen wenigen 
Firmen abh&ngig, 

Ein prinzipieller Nachteil der elektrophoretischen 
Auftrennung von fluoreszenzmarkierten DNA Frag- 
menten besteht darin, daB keine wirklich automatische 
Probenbearbeitung mdglich ist Hoch schwieriger ist die 
Automatisierung der Auswertung- Die von der Herstel- 
Iern der Sequenzierger£te konzipierte Soft-Ware ist 
zwangsl&ufig unzu&nglich. Im Grunde bemiiht man sich 
mit den kompliziertesten EDV-Mitteln um die Automa- 
tisierung einer Methode, die nicht zu automatisieren ist 

Ein entscheidender Nachteil der gebrauchlichen, 
elektrophoretischen Methoden besteht darin, daB keine 
absolute GrdBenbestimmung von Fragmenten mdglich 
ist 

Dies bedeutet, daB aufwendige und letztlich doch 
nicht immer veriaBliche Kaiibrierungsprozeduren beno- 
tigt werden. Einen Teil dieser Probleme versucht man 
durch den Einsatz klonierter Allele ais interne Stan- 
dards auszuraumen. Das mag auch in Grenzen gelingen. < 

Noch viel schwieriger ist allerdings der Umstand zu 
bew&ltigen, daB die Mobilitat der den Allelen entspre- 
chenden DNA-Fragmente von diversen Parametern der 
Probenaufarbeitung abhangig ist, so z. B. der Markie- 
rung und einzelnen Reaktionsbedingungen in der PGR. J 
Damit muB man also die entscheidende MeBgroBe der 
MikrosatelJiten-Analyse, n£mlich die Fragmentlange 
durch eine Reihe von HiifsgroBen stiitzen. Nur einem 
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sicher identifizierten Ailel kann man aber in der Identi- 
tats- oder Herkunftsanalyse eine bestimmte Frequenz 
zuordnen. Von letzterer hangt aber fast ausschlieBlich 
die Aussagesicherheit einer Bestimmung ab. 

5 

2.2. Kopplungsanalyse bei Nutztieren und Pflanzen 

Die Lokaiisierung von Genen, die zuchterisch wert- 
volle Eigenschaften steuern, verbietet sich bei Nutz- 
to und Haustieren und Pflanzen in der Regel auf Grund 
des extrem hohen Preises der Studie. Die weitaus mei- 
sten ziichterisch interessanten Eigenschaften haben ei- 
nen polygenen Hintergrund, so daB eine sehr aufwendi- 
ge und sehr teure Kopplungsanalyse erforderlich ware. 

15 

2.3. Herkunftsbestimmung bei Nutztieren. 

Auch hier ist der bestimmende Faktor der Preis einer 
Analyse. Herkunftsbestimmung bei Nutztieren ist sinn- 

20 voll, wenn jedes Tier individuei! genotypisiert wird oder 
zumindest groBe Mengen von Stichproben analysiert 
werden konnen. Bei den meisten Nutztierspezies macht 
der Preis einer konventioneilen Mikrosatelliten Analyse 
einen betrachtlichen Teil des Preises eines Tieres aus. 

25 Weder Zuchter noch Verbraucher sind bereit, eine 
erhebliche Verteuerung von Nutztieren hinzunehmen, 
was die Mikrosatelliten Analyse von diesen Tieren 
marktwirtschaftlich sinnlos macht. 

30 3* Aufgabe der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Analy- 
se von Genomen, insbesondere die Lokaiisierung von 
genetisch bedingten Eigenschaften im Genom, zu ratio- 
35 nalisieren und damit auch erne Anwendung in FMen zu 
ermoglichen, bei denen die bisherigen Methoden aus 
Kostengriinden nicht in Betracht kommen, 

4. Wesen der Erfindung 

40 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist durch den 
Hauptanspruch gekennzeichnet, die Unteransprtiche 
sind Vorzugsvarianten. Es sieht ais wesentiichen Be- 
standteil das Analysieren von Mikrosatelliten mittels 
45 Massenspektrometrie vor. Dazu sollen die jeden Mikro- 
satelliten flankierenden einzigartigen Sequenzen ais 
einzelstr&ngige DNA auf einer festen Matrix fixiert 
werden. Die Matrix ist so unterteilt, das jede einen Mi- 
krosatelliten definierende einzelstrangige DNA an ei- 
so nem bestimmten Punkt dieser Matrix befestigt wird. 
Wird nun eine Mischung von ampiifizierten Mikrosatel- 
liten im einzelstrangigem Zustand auf diese Matrix ge- 
geben, hybridisieren die vorhandenen Allele jedes Mi- 
krosatelliten nur genau an dem Punkt der Matrix, an 
55 dem die diesen Mikrosateiliteif defulierende Primer-Se- 
quenz angebracht wurde. 

Das Kennzeichen dieser Variante der erfindungsge- 
maBen Methode ist, daB im Prinzip nur ein einziger PCR 
Ansatz ben5tigt wird, um (im Idealfall) alle Mikrosatelli- 
50 ten zu amplifizieren, die ais Gesamtheit zur Hybridisie- 
rung mit der Matrix in Kontakt gebracht werden (Multi- 
plex PCR mit alien verwendeten Mikrosatelliten Pri- 
mern). Selbst wenn dieser Idealfall nicht gegeben ist und 
nicht alle Mikrosatelliten in derselben Reaktion amplifi- 
es ziert werden konnen, sind sehr viel weniger Reaktionen 
notig um alle Mikrosatelliten, die z. B. fur eine Kopp- 
lungsanalyse benotigt werden, zu amplifizieren. 

Fakt ist, daB die Limitierung von heutigen Methoden 
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(siehe Stand der Technik, Multiplex PCR mit fluores- 
zenz-markierten Primern) hauptsachiich auf darauf be- 
ruht, daB nicht mehr als maximal 24 Fragmente nicht- 
iiberlappend auf einer Gelbahn aufgelost werden kon- 
nen. Auf die Hybridisierung der Mikrosatelliten Ampli- 5 
fikate folgt erfindungsgemaB das schrittweise Losen der 
DNA von den einzelnen Punkten der Matrix und das 
Auftragen der DNA auf die Sonde des Massenspektro- 
meters. Diese Prozedur kann automatisch mit sehr gro- 
Ber Geschwindigkeit erfolgen (siehe z. B. Kdster, Hu- 10 
man Genome Mapping Symposium, Cold Spring Har- 
bour Laboratory, 1995). Moderne Ansatze zur DNA 
Sequenzierung mittels Hybridisierung und massenspek- 
tro-metrischer Analyse lassen das Auftragen auf ein 
Massenspektrometer von Hunderten von Fragmenten 15 
in der GroBenordnung von Millisekunden zu. 

Die Matrix kann eine feste Phase darstellen, an der 
die Oligonukleotide per kovalenter Bindung, Hybridis- 
ierung oder andere Arten physikalischer oder chemi- 
scher Bindungen fixiert werden. Sie kann auch darge- 20 
stellt werden durch Mikrotiterplatten oder andere Ge- 
faBe, in deren einzelne ReaktionsgefaBe die Locus-spe- 
zifischen Oligonukleotide fixiert werden. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung besteht 
darin, die Mikrosatelliten einzeln, in sehr kleinem Reak- 25 
tionvolumen zu amplifizieren. 

Neuartige Nanopipettiersysteme lassen das compu- 
tergesteuertQ Ansetzen von Reaktionen im MaBstab 
von weniger als 1 uJ zu. Hunderte oder Tausende von 
PCR Reaktionen konnen so simultan auf miniaturisier- 30 
ten Microtiterplatten oder in ahnlich miniaturisierten 
Reaktionsgef&Ben erfolgen. Der Unterschied dieser Va- 
riante im Gegensatz zu der oben genannten ist, daB 
Multiplex PCR (das Amplifizieren von vieien, bis Hun- 
derten von Mikrosatelliten) zwar durchgefiihrt werden 35 
kann (siehe Stand der Technik) aber in der Praxis zu 
Problemen bei der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
fuhren konnte, wenn extrem komplexe Reaktionen 
(mehrere hundert Primerpaare) durchgefiihrt werden, 

Daher soil auch die folgende Analysestrategie von 40 
Mikrosatelliten im Massenspektrometer geschiitzt wer- 
den: Computergesteuerte Nanoliterpipetten bedienen 
PCR-ReaktionsgefaBe einer Dimension < 1 ul Diese 
Pipetten bringen die einzelnen Marker- Loci- Amplifika- 
te auf eine Matrix auf, die die amplifizierte DNA in einer 45 
Art und Weise absorbiert, daB diskrete Punkte der Ma- 
trix mit einzelnen Ampiifikaten versehen werden kdn- 
nen, ohne daB sich Proben von benachbarten Punkten 
der Matrix vermischen. Verschiedene handelsubliche 
Matrices verfiigen uber diese Eigenschaft (z. B. Nitro- 50 
zellulose oder Nylon). Aber auch das Auftragen von 
Mikrosatelliten auf neuartige Oberflachen und nach- 
folgendes Analysieren im Massenspektrometer ist Ge- 
genstand der Erfindung. Moderne Pipettiersysteme sind 
in der Lage, einige tausend Proben im Nanoliterbereich 55 
pro cm 2 aufzutragen. Da die Mikrosatelliten einzeln am- 
plifiziert werden, kann auf jeden definierten Punkt der 
Matrix ein definiertes Mikrosatelliten Amplifikat aufge- 
tragen werden. Von dieser Matrix werden die Amplifi- 
kate nacheinander verdampft und massenspektrome- eo 
trisch verarbeitet 

Beide Ausfuhrungsvarianten Ieisten daher ^hnliches: 
auf engstem Raum werden an definierten Stellen Mikro- 
satelliten Amplifikate fixiert, die daraufhin im Massen- 
spektrometer auf ihr Molekulargewicht analysiert wer- 65 
den. 

Die Automatisierung wird dabei angestrebt, das Ana- 
lysieren von Mikrosatelliten im Massenspektrometer 



soli aber im allgemeinen geschutzt werden. Zur Erfin- 
dung gehort auch das massenspektrometrische Analy- 
sieren direkt aus Mikrosatelliten Amplifikations- Reak- 
tionen. Auch ohne das vorherige Fixieren der Mikrosa- 
telliten auf einer Matrix auf eine der beiden genannten 
Verfahrensvarianten ware das manuelle Analysieren 
von Mikrosatelliten Markern im Massenspektrometer 
ein Vorteil gegenuber gebrauchlichen Verfahren. 

Im Prinzip taugt jedes der verfugbaren unterschiedli- 
chen massenspektrometrischen Verfahren fiir die hier 
beschriebene Analysenmethode, wenn damit hochmole- 
kulare Biomolekule untersucht werden konnen. 

Das massenspektrometrische Verfahren beruht auf 
dem Auftragen des Mikrosatelliten Marker Amplifikats 
auf eine Sonde (entweder die oben genannten Matrices 
oder direkt aus der Losung auf die Sonde des Spektro- 
meters). Als Sonde ist jede Oberflache definiert, die in 
den Verdampfungsraum des Massenspektrometers ein- 
geftihrt werden kann und von der aus eine zu analysie- 
rende Probe in die Gasphase gebracht werden kann. Die 
aufgetragene DNA wird daraufhin in eine Dampfphase 
gebracht und durch eine eiektrisches oder magnetisches 
Feld beschleunigt. Die Bahn der beschleunigten DNA 
fuhrt an einem elektrischen oder magnetischen Feld 
vorbei, das die DNA von der geraden Flugbahn ablenkt. 
Der Grad dieser Ablenkung ist von der Ladung (bei 
DNA pro atomare Gewichtseinheit konstant) und vom 
Molekulargewicht der DNA abhangig. Der Grad der 
Ablenkung, und daher das absolute Molekulargewicht 
kann durch die Position des Aufschlags des DNA Mole- 
ktiis auf einen Detektor ermittelt werden. 

Da die Auswertung einer massenspektrometrischen 
Analyse in jedem Fall direkt digitalisiert im angeschlos- 
senen Computer erfolgt, kann das Molkulargewicht al- 
ter Mikrosatelliten Allele direkt an ein genetisches Ana- 
lyseprogramm weitergegeben werden. 

5. Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens 

Das Verfahren ist billiger als jedes andere Verfahren 
zur Mikrosatelliten Analyse. Es ist genauer; es gestattet 
eine objektive Massenbestimmung mit extrem hoher 
Auflosung. 

Fur die Analyse eines Locus werden Sekunden anstatt 
von Stunden benotigt Es werden keine speziell mar- 
kierten DNA Sonden oder Primer benotigt, die einen 
erheblichen Kostenaufwand bedeuten. Zwar sind Mas- 
senspektrometer ahnlich kostspielig wie automatische 
Sequenzierger&te, die Analyse ist aber so schnell, das 
auch technologisch nicht ausreichend ausgestattete In- 
stitutionen eine Kopplungsanalyse als Serviceleistung in 
Auftrag geben konnen. 

Diese Vorteile haben zur Folge, daB eine Kopplungs- 
analyse bei der Genomanalyse des Menschen erleich- 
tert, beschleunigt und erheblich billiger angewendet 
werden kann. Dies ist eine Vbraussetzung fur die Analy- 
se von sehr komplexen genetischen Defekten und Pr2- 
dispositionen. AuBerdem wird das Verfahren des Stu- 
diums von Tiermodellen von menschiichen Krankheiten 
(bei denen eine unbegrenzte Anzahl von Individuen zur 
Analyse zur VerfOgung steht, da pianmaBiges Kreuzen 
mdglich ist) so erheblich erieichtert, daB dieser Ansatz 
erheblich an Praktikabilitat gewinnen wird. 

Die routinemaBige Lokalisierung von ztichterisch 
wertvolien Merkmalen bei Nutztieren wird durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren erst mogiich gemacht. 
Der Preis und der Zeitaufwand einer solchen Analyse 
iibersteigen zur Zeit aus analytischen Griinden (siehe 
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oben) den Nutzen der Analyse. Gleicbes gilt auch filr 
das Kartieren von z. B. Resisienzen und anderen Eigen- 
schaften bei Nutzpflanzen. Erst wenn eine effiziente 
Methode zur Mikrosatelliten Analyse auf dem Markt ist, 
werden systernatische Genomprojekte die Vorausset- 5 
zung schaffen, routinem&fiig pflanzliche Eigenschaften 
zu kartieren. 

Die Herkunfts- und Identit&tsanalyse beim Menschen 
wird technisch und juristisch sicherer werden, Eine ab- 
solute GroBenbestimmung von Mikrosatelliten Mar- 10 
kern wird mogiich gemacht und damit ein hauptsachJi- 
ches Problem dieser Methode in diesem Bereich ausge- 
raumt 

Die Herkunfts- und Identitatsanaiyse bei den meisten 
Nutztieren und POanzen wird erst durch die Erfindung 15 
ermogiicht, da zum ersten Mai der Preis einer solchen 
Analyse keinen signifikanten AnteiJ am Marktwert des 
Tieres/der Pf lanze hat 

Ein erheblicher Vorteil ist, daB alle Informationen di- 
rekt aus dem Massenspektrometer mittels eines daftir 20 
konzipierten Interfaces an gebrauchliche Analyse-Soft- 
ware (ibermittelt werden,um zum Beispiel eine Kopp- 
lung zu etablieren. Dies spart die Kosten und Unsicher- 
heiten eines, heute unabkommlichen manuelien Schrit- 
tes. 25 



Jose. 

5. Feste Matrix nach Anspruch 1 —3, bestehend aus 
Metal!. 

6. Feste Matrix nach Anspruch 1—3, bestehend aus 
Keramiken. 

7. Feste Matrix nach Anspruch 1—3, bestehend aus 
Mineralien. 

8. Feste Matrix nach Anspruch 1 —3, bestehend aus 
einer Mikrotiterplatte oder einer analogen Anord- 
nung. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Genomanalyse, gekeiuizeichnet 
durch die Fixierung von Mikrosatelliten Amplifika- 30 
ten aus genomischen DNA-Proben, welche vor 
oder nach der Amplifikation in individuelle Mikro- 
satelliten-Marker getrennt werden, auf definierten 
Positionen einer Matrix, Verdampfen der einzelnen 
Positionen in einem Massenspektrometer und Be- 35 
stimmung des Molekulargewichts. 

2. Verfahren zur Genomanalyse durch GroBenbe- 
stimmung von Mikrosatelliten Marker Amplifika- 
ten, gekennzeichnet durch die Fixierung der 

— entweder aus einer Multiplex-PCR gewon- 40 
nenen Mikrosatelliten Amplifikaten aus einer 
genomischen DNA-Probe an eine Matrixmit- 
tels entweder 

— Hybridisierung mit an definierten und dist- 
inkten Punkten kovalent oder nicht-kovalent 45 
f ixierten, die individuellen Mikrosatelliten defi- 
nierenden Oligonucleotide 

— oder Hybridisierung in an definierten und 
distinkten Punkten angeordneten Reaktions- 
gefaBen mit an definierten Einheiten kovalent 50 
oder nicht-kovalent fixierten, die individuellen 
Mikrosatelliten def inierenden Oligonucleotide 

— oder von aus PCR-Reaktionen einzelner 
Mikrosatelliten Marker gewonnenen Mikrosa- 
telliten Amplifikation an eine soiche Matrix 55 
mittels automatisierbarem Auftragen an defi- 
nierte und distinkte Punkte dieser Matrix, 

nachfolgende Emfiihrung dieser Matrbc als Sonde 
in den Verdampfungsraum eines Massenspektro- 
meters und automatisierte massenspektrometri- eo 
sche Molekulargewichtsbestimmung. 

3. Feste Matrbc zur Durchfiihrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1 und 2 mit an definierten Positio- 
nen aufgebrachten, die individucUen Mikrosatelli- 
ten Marker definierenden Oligonucleotides 65 

4. Feste Matrix nach Anspruch 1—3, bestehend aus 
einem Kunststoffmaterial mit Absorptionseigen- 
schaften fiir DNA wie etwa Nylon oder Nitrocellu* 



